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To study the regulation of ion transport by the human nasal gland (HNG) cells, we 
developed a system for culturing HNG cells isolated by enzymatic digestion from human 
nasal polyps. When plated on flasks in media containing Ultroser G serum substitute and 
a vafiety of growth factors, the HNG cells became confluent after 5-7 days. Cells were 
collected by tripsinization and replated at 106 cells ' cm~z on porous filters. Confluent 
monolayers formed on day 3-5 after replating and were studied on day 5-7. 
 Transepithelial resistance and short-circuit current (Isc) were 177 :t 15 ~ ･ cm 2 and 12.2 
:i: 1.3 /lA ' cm~2 (means d: SE, n=35). Acetylcholine (ACh, 10-* M) induced transient 
increase in Isc by 4.4 :~: 1.0 !1 A ' cm~2 when added to both apical and basolateral sides, 
and returned to baseline levels within 5 min. Diphenylamine-2 carboxylate (10-3 M) 
decreased baseline Isc by 30.2 d: 1.796 (n=6), and inhibited Isc responses induced by ACh. 
Amiloride also decreased baseline Isc by 12.3 ~ 3.4~6 (n=6), but failed to inhibit ACh-
induced Isc responses. ACh (10-5 M) also induced increase in intracellular Ca'+ concentra-
tion ([Ca2+]i) measured by fura-2 from 60.5 ~ 16.3 nM to 248.3 d: 45.3 nM (n=4). 
These findings suggest that gland cells from human nasal polyps can be grown in culture 
to produce epithelial cell sheets of high resistance, which secrete Cl- in response to 
cholinergic agent via an increase in [Ca2+]=. 
The current clinical studies reported that macrolide antibiotics inhibited excessive 
secretion from the inflamed respiratory tract mucosa by the different mechanisms from 
their bactericidal effect. We have demonstrated a target cell for macrolide therapy and 
their underlying mechanisms using measurements of Isc and [Caz+]i in human cultured 
airway epithelial cells. Macrolides failed to affect the Cl- secretion mediated by three 
different Cl- channels in the surface epithelial cells. On the other hand, the Cl- secretion 
evoked by the Ca2+ mobilizing agonist in the submucosal gland cells was significantly 
inhibited by macrolides, indicating the Caz+_mediated Cl- secretory pathway responible 
for macrolide effects. Furthermore, the increase in [Ca2+]j induced by ACh was also 
inhibited by macrolides. Thus, we suggest that macrolides suppress the C1- secretion 
coupled with water movement via inhibition of both the Ca2+-activated Cl- channel and 
the Ca2+ mobilization in the gland cells, which explain clinical efficacy of macrolides in 
the treatment of the respiratory tract diseases. 
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 審査結果の要旨
 古川論文では, ヒト鼻茸から酵素処理によって得られた鼻腺細胞 (HNG) を培養 し, イオン
 輸送が HNG の分泌機序に如何に関わるかについて研究 し, 更にマクロライ ド抗生物質が如何に
 分泌亢進状態を抑制するかについて研究 した結果について報告 している。
 採取 した HNG は, 様々な増殖因子を含む培養液中にて, 約5～7日で confluent な状態になっ
 た。 これらの細胞を形態的に観察すると, 表面を微絨毛で被われた分泌顆粒を含む上皮細胞が,
 tight junc七ion にて連結 している像が電子顕微鏡下に認め られている。
 このようにして得られた上皮細胞系を用いて, 経上皮抵抗と短絡電流を計測する と, それぞれ,
 177 ± 15 Ω・cm, 12.2 ± L3 μA・cm-2 (means ± SE, n= 35) であった。 10-5 M のアセチ
 ルコリン (ACh) を細胞の頂面と側底面にそれぞれ与えると短絡電流は 4.4 ± 1.0 μA・cm-2 と
 一過性に増大 し, 5分以内に元のレベルに戻った。
 Diphenylamine -2 carboxylate (10'3 M) は, 短絡電流の baseline を 30.2 ± L7%下げ, か
 つ ACh による反応を抑制した。 アミロライ ドも同様に, baseline を 12.3 ±3.4 % (n=6) 抑
 制したが, ACh による反応を抑制することはできなかった。 ACh は, 同時に細胞内カルシウム
 濃度を上昇させた。
 以上の結果は, 極めて高い抵抗を持う HNG の粘膜上皮層を培養液中に作成できたことと, こ
 れらの上皮細胞群はコリン作動性刺激により細胞内カルシウム濃度を増加させて C1一 分泌を生
 じていることな どを明かに している。
 一方, 最近の臨床的研究の成果として, マクロライ ド抗生物質の分泌抑制効果が注目されてい
 るが, その抑制機序は十分に明らかにされたとは云い難い。 そこで, この培養細胞系を用いて,
 マク ロライ ドが細胞内カルシウム濃度な らびに短絡電流に どのよう に影響するかについて研究を
 行った。
 その結果, マクロライ ドは, 細胞頂面の Ca2+一activated Crチャンネル介 した抑制効果と,
 ACh な どのア ゴニス トによる細胞内カルシウ ム動員に拮抗的な抑制効果を持つことが判明 した。
 このように, マクロライ ドは, 分泌細胞のクロライ ドチャンネルの直接的な分泌抑制と, 細胞
 内カルシウム動員機構を介した間接的な分泌抑制を行っていることが, 実験的に明らかにされた。
 このような成果は, 今後の気道炎症病態の解明に重要な鍵を提供するものであり, 耳鼻咽喉科
 臨床に寄与するところ極めて大である。 従って, 本論文は学位論文として, それに値するものと
 判定す る。
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